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Die Erfindung betrifft einen Mikroskop-Aufbau, insbesondere fur die konfokale Scan- 
Mikroskopie, mit einer Lichtquelle zur Beleuchtung eines zu untersuchenden Objekts 
und mindestens einem Fluoreszenzlicht-Detektor zur Detektion von in dem Objekt 
erzeugtem Fluoreszenzlicht und mindestens einenn Transmissionsiiciit-Detektor zur 
Detektion von durch das Objekt tretendem Transmissionslicht. 

Mikroskop-Aufbauten der eingangs genannten Art sind aus der Praxis bekannt und 
existieren in den unterschiedlichsten Ausfuhrungsformen. Ein Beispiel eines derarti- 
gen Mikroskop-Aufbaus wird durcli ein konfokales Scan-Mikroskop gebildet, bei dem 
ein zu untersuchendes Objekt mit einem Lichtstrahl abgerastert wird. Das Mikroskop 
umfasst im allgemeinen eine Lichtquelle und eine Fokussieroptik, mit der das Liclit 
der Quelle auf eine Lochblende fokussiert wird. Dabei sind ein Strahlteiler, eine 
Scaneinrichtung zur Strahlsteuerung, eine Mikroskopoptik, eine Detektionsblende 
und Detektoren zum Nachweis von Detektions- bzw. Fluoreszenzlicint vorgesehen. 

Das Beleuclitungslicht wird meist uber den Strahlteiler eingekoppelt. Der Fokus des 
Lichtstrahls wird mit der Scaneinrichtung in einer Probenebene bewegt. Hierzu sind 
ubiicherweise zwei Spiegel verwendet, die verkippt werden, wobei die Ablenkachsen 
meist senkrecht aufeinanderstehen, so dass ein Spiegel in X- und der andere in Y- 
Richtung ablenkt. Die Verkippung der Spiegel wird bspw. mit Hilfe von Galvanome- 
ter-Stellelementen bewerkstelligt. Das von der Probe kommende Fluoreszenz- oder 
Reflexionslicht gelangt in dieser meist ubiichen Descan-Anordnung uber dieselben 
Scanspiegel zurCick zum Strahlteiler und passiert diesen, um anschlieBend auf die 
Detektionsblende fokussiert zu werden, hinter der sich die Detektoren befinden. De- 
tektionslicht, das nicht direkt aus der Fokusregion stammt, nimmt einen anderen 
Lichtweg und passiert die Detektionsblende nicht, so dass man eine Punktinforma- 
tion erhalt, die durch Abrastern des Objekts zu einem dreidimensionalen Bild fuhrt. 
Beleuchtung und Detektion finden hierbei objektivseitig, d. h. auf Seiten der Mikro- 
skopoptik statt. 

Es ist auch moglich, in einer Durchlichtanordnung bspw. das Fluoreszenzlicht oder 
das Transmissionslicht - die Transmission des Anregungslichts - kondensorseitig, 
d.h. auf der Seite eines nach dem Objekt angeordneten Kondensors, zu detektieren. 
Der Detektionslichtstrahl gelangt dann nicht uber die Scanspiegel zum Detektor. Eine 
derartige Anordnung wird als Non-Descan-Anordnung bezeichnet. 
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Fur die Detektion des Fluoreszenzlichts ware in der Durchlichtanordnung eine kon- 
densorseitige Detektionsblende notig, urn - wie in der beschriebenen Descan-Anord- 
nung - eine dreidimensionale Auflosung zu erreiclien. Im Fall der Zweiphotonenanre- 
gung kann jedoch auf eine kondensorseitige Detektionsblende verzichtet werden, da 
die Anregungswahrscheinlichkeit vom Quadrat der Photonendichte bzw. der Intensi- 
tat abhangt, die naturgemaB im Fokus vie! hoher ist als in den Nachbarregionen. Das 
zu detektierende Fluoreszenziiclit stannnnt daher mit groBer Wahrscheinlichkeit zum 
allergroBten Teil aus der Fokusregion, was eine weitere Differenzierung von Fluores- 
zenzphotonen aus der Fokusregion von Fluoreszenzphotonen aus den Nachbarre- 
gionen mit einer Blendenanordnung uberflussig maclit. 

Insbesondere vor dem Hintergrund einer ohnehin geringen Ausbeute an Fluores- 
zenzphotonen bei der Zweiphotonenanregung ist eine Non-Descan-Anordnung, bei 
der im allgemeinen auf dem Detektionslichtweg weniger Licht verloren geht, interes- 
sant, Dennoch sind auch bei dieser Art der Beobachtung von Fluoreszenzlicht bspw. 
Zellumrisse aufgrund der Nichtmarkierung in lebenden Praparaten nicht ausreichend 
gut detektierbar, so dass man sich wunschen wurde, gleichzeitig das dann Trans- 
missionslicht beobachten zu konnen, das klare Ruckschlusse zuIieBe. 

Es gibt nun Mikroskop-Aufbauten, bei denen einerseits eine objektivseitige Fluores- 
zenzdetektion und andererseits eine kondensorseitige Transmissionsdetektion mog- 
lich ist. Zum Wechsel von der objektivseitigen Fluoreszenzdetektion auf die konden- 
sorseitige Transmissionsdetektion und umgekehrt ist hierbei jedoch ein mechani- 
scher Umschaltvorgang erforderlich, bei dem Spiegel und Filter mechanisch ver- 
schoben werden mussen. Dabei konnen Erschutterungen des Objekts auftreten, die 
das Objekt zerstoren. Insbesondere Experimente mit Mikropipetten-Anordnungen 
sind somit fast ausgeschlossen. 

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, einen Mikroskop-Auf- 
bau der eingangs genannten Art anzugeben, bei dem unterschiedlichste Experi- 
mente, insbesondere Experimente mit Mikropipetten-Anordnungen, mit jeweils ho- 
hem Detektionsgrad sicher moglich sind. 
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Die voranstehende Aufgabe wird durch einen Mikroskop-Aufbau mit den Merkmalen 
des Patentanspruchs 1 gelost. Danach ist der Mikroskop-Aufbau derart ausgestaltet, 
dass die Fluoreszenzlicht- und Transmissionslicht-Detektoren derart angeordnet 
sind, dass eine simultane Detektion von Fluoreszenz- und Transmissionslicht ermog- 
licht ist. 

In erfindungsgemaBer Weise ist erkannt worden, dass durch geschickte Anordnung 
der Fluoreszenzlicht- und Transmissionslicht-Detektoren die obige Aufgabe auf uber- 
raschend einfache Weise gelost ist. Hierzu sind die Fluoreszenzlicht- und Transmis- 
sionslicht-Detektoren derart anzuordnen, dass eine simultane Detektion von Fluores- 
zenzlicht und Transmissionslicht ermoglicht ist. Ein Umschalten zwischen der 
Transmissionslicht- und Fluoreszenzlicht-Detektion ist dabei nicht mehr erforderlich, 
so dass mechanische Erschutterungen der Probe bzw. des Objekts vermieden sind. 
Somit ist ein hoher Detektionsgrad sowohl hinsichtlich der Detektion von Transmissi- 
onslicht als auch hinsichtlich der Detektion von Fluoreszenzlicht auch bei empfindli- 
chen Objekten realisiert. 

Folglich ist mit dem erfindungsgemafSen Mikroskop-Aufbau ein Mikroskop-Aufbau 
angegeben, bei dem unterschiedlichste Experimente, insbesondere Experimente mit 
Mikropipetten-Anordnungen, mit jeweils hohem Detektionsgrad sicher moglich sind. 

In einer konkreten Ausfuhrungsform konnte mindestens ein Fluoreszenziicht-Detek- 
tor auf der der Lichtquelle abgewandten Seite des Objekts angeordnet sein. Alterna- 
tiv Oder zusatzlich hierzu konnte mindestens ein Transmissionslicht-Detektor auf der 
der Lichtquelle abgewandten Seite des Objekts angeordnet sein. Dadurch ist bspw. 
eine simultane Detektion von Fluoreszenz- und Transmissionslicht mittels Detektoren 
moglich, die jeweils auf der der Lichtquelle abgewandten Seite des Objekts angeord- 
net sind. Dies hat den Vorteil einer ubersichtlichen Anordnung der Detektoren in ei- 
nem bestimmten Bereich des Mikroskop-Aufbaus. 

Des weiteren konnte auf der der Lichtquelle abgewandten Seite des Objekts ein 
Kondensor fur das Transmissionslicht und das Fluoreszenzlicht angeordnet sein. Im 
Hinblick auf eine besonders effektive Lichtsammlung konnte die Apertur des Kon- 
densors groBer als die Apertur eines zwischen der Lichtquelle und dem Objekt an- 
geordneten Objektiv sein. Bei Vorliegen eines derartigen Kondensors kann bei ent- 
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sprechender Anordnung der Detektoren von einer kondensorseitigen Detektion von 
Fluoreszenzlicht und Transmissionslicht gesprochen werden. 

Zur separaten Detektion von Transmissionslicht und Fluoreszenzlicht konnten das 
Transmissionslicht und das Fluoreszenzlicht auf der der Lichtquelle abgewandten 
Seite des Objekts, vorzugsweise nach Durchgang durch den Kondensor, aufspaltbar 
sein. Hierdurch ware eine raumliche Trennung des Fluoreszenzlichts vom Transmis- 
sionslicht erreicht. Dies ermoglicht die separate Messung der entsprechenden Licht- 
leistungen in verschiedenen Detektoren. 

Im konkreten konnte zur Aufspaltung mindestens ein Farbstrahlteiler eingesetzt sein. 
Dabei konnten m'ehrere Farbstrahlteiler hintereinander angeordnet sein, urn eine Ab- 
spaltung unterschiedlicher Wellenlangen oder Wellenlangenbereiche zu ermoglichen. 

Alternativ hierzu konnte zur Aufspaltung mindestens ein teildurchlassiger Spiegel 
eingesetzt sein. Diesem Spiegel oder diesen Spiegein konnte ein Band- oder Block- 
filter nachgeordnet sein. Auch bei der VenA^endung von Spiegein als Aufspaltungs- 
bauteil konnten mehrere derartige Spiegel hintereinander, ggf. mit einem nachgeord- 
neten Band- oder Blockfilter, angeordnet sein, Auch hierdurch ist eine Aufspaltung 
des Fluoreszenzlichts in mehrere Spektralbereiche moglich. 

Alternativ zur Verwendung von Farbstrahlteilern oder Spiegein konnte zur Aufspal- 
tung ein Multibanddetektor eingesetzt werden, der bspw. in der DE 199 02 625 A1 
beschrieben ist. Mit einem derartigen Multibanddetektor ist ebenfalls eine Aufspal- 
tung des Fluoreszenzlichts in mehrere Spektralbereiche moglich. 

Das Fluoreszenzlicht und das Transmissionslicht konnten bei einer besonders kom- 
pakten Ausgestaltung des Mikroskops im selben Detektor detektierbar sein. Im Hin- 
blick auf eine moglichst klare Differenzierung konnten das Fluoreszenzlicht und das 
Transmissionslicht jedoch in verschiedenen Detektoren detektierbar sein. 

Der erfindungemaBe Mikroskop-Aufbau kann insbesondere zur Interferenzkontrast- 
Mikroskopie verwendet werden, Hierzu konnte zwischen der Lichtquelle und dem 
Objekt, vorzugsweise vor dem Objektiv, eine erste Polarisationseinrichtung und nach 
dem Objekt, vorzugsweise nach dem Kondensor, eine zweite Polarisationseinrich- 
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tung angeordnet sein. Die Polarisationseinrichtungen konnten in besonders einfacher 
Weise durch Prismen gebildet sein. Hierbei bieten sich insbesondere Wollaston- 
Prismen an. 

Zur Feststellung, ob eine Drehung der Linearpolarisationsebene stattgefunden hat, 
konnte vor dem Transnnissionslicht-Detektor ein Polarisationsfilter angeordnet sein. 
Der Polarisationsfilter muss dabei so orientiert sein, dass er einen Beleuchtungslicht- 
stralil ohne Beeinflussung mittels einer Poiarisationseinrichtung blockieren wurde. 

Der erfindungsgemaBe Mikroskop-Aufbau konnte auch bei der Durchliclntkontrast- 
Mikroskopie eingesetzt werden. Hierzu konnte im Strahlengang eine Segmentoptik, 
Segmentpolarisationsoptik, Segmentblende, Segmentphasenblende oder ein Seg- 
mentpiiasenfilter angeordnet sein. Dabei konnte die Segmentoptik, Segmentpolari- 
sationsoptik, Segmentblende, Segmentphasenblende Oder der Segmentphasenfilter 
in einer Fourier-Ebene des Strahlengangs angeordnet sein. Hierzu konnte die Seg- 
mentoptik, Segmentpolarisationsoptik, Segmentblende, Segmentphasenblende oder 
der Segmentphasenfilter in der Fourier-Ebene unmittelbar vor dem Transmissions- 
licht-Detektor angeordnet sein. Hierdurch lieBe sich bspw. das Dodt-Verfahren oder 
das Hoffman-Verfahren realisieren. Dabei konnte simultan auch das Fluoreszenzlicht 
beobachtet werden, wobei dies bei einer Einphotonenanregung nicht konfokal erfol- 
gen kann. 

Hinsichtlich einer weiteren besonderen Ausgestaltung des Mikroskop-Aufbaus 
konnte eine Zusatz-Lichtquelle auf der der Lichtquelle abgewahdten Seite des Ob- 
jekts - bei Vorhandensein eines Kondensors kondensorseitig - angeordnet sein. 
Hierdurch konnte das Objekt ggf. kondensorseitig beleuchtet werden, wobei eine 
Detektion dann auf der der Lichtquelle zugewandten Seite des Objekts - objektivsei- 
tig - erfolgen konnte. Die Zusatz-Llchtquelle konnte in einfacher Weise eine WeiB- 
lichtquelle sein. 

Zur Phasenkontrastierung konnte der Zusatz-Lichtquelle eine Segmentoptik, Seg- 
mentpolarisationsoptik, Segmentblende, Segmentphasenblende oder ein Segment- 
phasenfilter zugeordnet sein. In besonders gunstiger Weise konnte die Segmentop- 
tik, Segmentpolarisationsoptik, Segmentblende, Segmentphasenblende oder der 
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Segmentphasenfilter in der Fourier-Ebene vor der Zusatz-Lichtquelle angeordnet 
sein. 

Auf der der Lichtquelle zugewandten Seite des Objekts konnte eine Scaneinrichtung 
angeordnet sein. Das von der Zusatz-Lichtquelle erzeugte Licht konnte ebenfalls von 
der Scaneinrichtung abgelenkt werden, bevor es auf einen Transmissionslicht-De- 
tektor Oder Scannerdetektor trifft. Hierzu konnte auf der der Lichtquelle zugewandten 
Seite des Objekts, vorzugsweise auf der dem Objekt abgewandten Seite der 
Scaneinrichtung, mindestens ein Transmissionslicht-Detektor angeordnet sein. 

Als Lichtquelle konnte in besonders vorteilhafter Weise ein Laser verwendet sein. Es 
ist jedoch auch die Verwendung anderer geeigneter Lichtquellen denkbar. 

Der erfindungsgemaBe Mikroskop-Aufbau ist insbesondere zur simultanen Detektion 
eines Oder mehrerer Wellenlangenbereiche des durch IVIehrphotonenanregung er- 
zeugten Fluoreszenzlichts und/oder des durch Einphotonenanregung, SHG - Second 
Harmonic Generation erzeugten Fluoreszenzlichts und des Transmissionslichts 
geeignet. 

Bei einer speziellen Anwendung konnte der erfindungsgemaBe Mikroskop-Aufbau 
auch dazu verwendet werden, Fluoreszenzlicht verschiedener Wellenlangenbereiche 
und Transmissionslicht sequentiell und nicht simultan zu detektieren, ohne dass me- 
chanische Umschaltvorgange, bspw. Verschiebung Oder Austausch von Strahlteilern 
Oder Filtern, erforderlich sind, die zwangslaufig Erschutterungen der Probe verursa- 
chen. Der Mikroskop-Aufbau ist daher insbesondere auch zur sequentiellen Detek- 
tion verschiedener Fluoreszenzspektralbereiche und/oder von Transmissionslicht bei 
Anwendungen mit Objekten geeignet, die von auBen bspw. durch Mikromanipulato- 
ren, Mikropipetten Oder ahnlichem beeinflusst werden. 

Es gibt nun verschiedene Moglichkeiten, die Lehre der vorliegenden Erfindung in 
vorteilhafter Weise auszugestalten und weiterzubilden. Dazu ist einerseits auf die 
dem Patentanspruch 1 nachgeordneten Anspruche, andererseits auf die nachfol- 
gende Eriauterung mehrerer Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung anhand der Zeich- 
nung zu verweisen. In Verbindung mit der Eriauterung der bevorzugten Ausfuh- 
rungsbeispiele der Erfindung anhand der Zeichnung werden auch im allgemeinen 
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bevorzugte Ausgestaltungen und Weiterbildungen der Lehre eriautert. In der Zeich- 
nung zeigen 

Fig. 1 in einer schematisclien Darstellung ein erstes Ausfuhrungsbeispiel ei- 

nes erfindungsgemaBen Mikroskop-Aufbaus, 

Fig. 2 in einer schematisclien Darstellung ein zweites Ausfuhrungsbeispiel 

eines erfindungsgemaBen Mikroskop-Aufbaus mit zwei Polarisati- 
onsprismen, 

Fig. 3 In einer schematischen Darstellung ein drittes Ausfuhrungsbeispiel ei- 

nes erfindungsgemaBen Mikroskop-Aufbaus mit einer Segmentblende 
und 

Fig. 4 in einer schematischen Darstellung ein viertes Ausfuhrungsbeispiel ei- 

nes erfindungsgemaBen Mikroskop-Aufbaus mit einer Zusatz-Licht- 
quelle. 

Fig. 1 zeigt in einer schematischen Darstellung ein erstes Ausfuhrungsbeispiel eines 
erfindungsgemaBen Mikroskop-Aufbaus. Bei dem Mikroskop-Aufbau handelt es sich 
um ein konfokales Laser-Scanning-Mikroskop. Das Mikroskop weist eine als Laser 
ausgebildete Lichtquelle 1 auf. Die Lichtquelle 1 emittiert einen Beleuchtungslicht- 
strah! 2, der uber einen Hauptstrahlteiler 3 zu einer ScaneinrichtUng 4 reflektiert wird. 
Die ScaneinrichtUng 4 fuhrt den Beleuchtungslichtstrahl 2 durch eine Mikroskopoptik 
bzw. ein Objektiv 5 hindurch uber ein Objekt 6. Sowohl das durch das Objekt 6 hin- 
durchtretende Transmissionslicht als auch das im Objekt 6 erzeugte Fluoreszenzlicht 
gelangt uber einen Kondensor 7 und einen Umlenkspiegel 8 zu einem ersten 
Farbstrahlteiier 9, der den spektral niedrigenA/elligen Bereich 10 des Fluoreszenz- 
lichts abspaltet und zu einem Fiuoreszenziicht-Detektor 11 reflektiert. Uber einen 
Farbstrahlteiier 12 wird der spektral hoherwellige Bereich 13 des Fluoreszenzlichts 
zu einem weiteren Fiuoreszenziicht-Detektor 14 reflektiert. Das Transmissionslicht 15 
gelangt zu einem in Geradeausrichtung angeordneten Transmissionslicht-Detektor 
16. 
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Der Mikroskop-Aufbau weist demnach eine Lichtquelle 1 zur Beleuchtung eines zu 
untersuchendeh Objekts 6 und zwei Fluoreszenzlicht-Detektoren 11 und 14 zur De- 
tektion von in dem Objekt 6 erzeugtem Fluoreszenzlicht 10 und 13 und einen Trans- 
missionslicht-Detektor 16 zur Detektion von durch das Objekt 6 tretendem Transmis- 
sionslieht 15 auf. Dabei sind die Fluoreszenzlicht- und Transmissionslicht-Detektoren 
11, 14 und 16 derart angeordnet, dass eine simultane Detektion von Fluoreszenz- 
und Transmissionslicht 10, 13 und 15 ermoglicht ist. 

Der in Fig. 1 gezeigte Mikroskop-Aufbau weist des weiteren einen Detektor 17 auf, 
der objektivseitig angeordnet ist. 

Beide Fluoreszenzlicht-Detektoren 11 und 14 sind auf der der Lichtquelle 1 abge- 
wandten Seite des Objekts 6 angeordnet. Des weiteren ist der Transmissionslicht- 
Detektor 16 auf der der Lichtquelle 1 abgewandten Seite des Objekts 6 angeordnet. 

Fig. 2 zeigt in einer schematischen Darstellung ein zweites Ausfuhrungsbeispiel ei- 
nes erfindungsgemaBen Mikroskop-Aufbaus. Der in Fig. 2 gezeigte Mikroskop-Auf- 
bau entspricht im wesentlichen dem Mikroskop-Aufbau aus Fig. 1, wobei Bauele- 
mente, die bereits in Fig. 1 beschriebenen Bauelementen entsprechen, mit densel- 
ben Bezugsziffern bezeichnet sind. 

Der in Fig. 2 gezeigte Mikroskop-Aufbau ist insbesondere zur differentiellen Interfe- 
renzkontrastierung - DIG - bei simultaner Fluoreszenzdetektion geeignet. Hierzu 
weist der Mikroskop-Aufbau zwei als Polarisationsprismen 18 ausgebiidete Polarisa- 
tionseinrichtungen auf. Die Polarisationsprismen 18 sind durch sog. Wollaston-Pris- 
men gebildet. Das eine Polarisationsprisma 18 ist zwischen der Lichtquelle 1 und 
dem Objekt 6, genauer gesagt vor dem Objektiv 5, angeordnet. Das zweite Polarisa- 
tionsprisma 18 ist nach dem Objekt 6, genauergesagt nach dem Kondensor 7, ange- 
ordnet. 

Mittels der differentiellen Interferenzkontrastierung konnen Phasenobjekte bei gleich- 
zeitiger Fluoreszenzdetektion beobachtet werden. Das linear polarisierte Anregungs- 
licht der als Laser ausgebildeten Lichtquelle 1 wird vor dem Objektiv 5 mit Hilfe des 
ersten Polarisationsprismas 18 in zwei Teilstrahlen aufgespalten. Anschliessend 
durchlaufen die beiden Teilstrahlen das Objekt 6 auf leicht verschiedenen Wegen, 
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um nach dem Kondensor 7 mit Hilfe des zweiten Polarisationsprismas 18 vereinigt zu 
werden. Haben die beiden Teilstrahlen unterschiedlich lange optische Weglangen 
zuruckgelegt, so aussert sich dies nach der Strahlvereinigung in einer Drehung der 
Linearpolarisationsebene, welche mit Hilfe eines Polarisationsfilters 19 vor dem 
Transmissionslicht-Detektor 16 analysiert wird. Der Polarisationsfilter 19 muss dabei 
so orientiert sein, dass er einen ohne Polarisationsprismen 18 direkt durchgehenden 
Beleuchtungsstrah! blockieren wurde. 

Fig. 3 zeigt in einer schematischen Darstellung ein drittes Ausfiihrungsbeispiel eines 
erfindungsgemaBen Mikroskop-Aufbaus. Der hier gezeigte Mikroskop-Aufbau ent- 
spricht im wesentlichen dem in Fig. 1 gezeigten Mikroskop-Aufbau, wobei Bauele- 
mente, die bereits in Fig. 1 beschriebenen Bauelementen entspreclien, mit densel- 
ben Bezugsziffern bezeichnet sind. 

Der in Fig. 3 gezeigte Mikroskop-Aufbau kann insbesondere zur Phasenkontrastie- 
rung verwendet werden. Hierzu weist der Mikroskop-Aufbau eine in der Fourier- 
Ebene vor dem Transmissionslicht-Detektor 16 angeordnete Segmentblende 20 auf. 
Dabei ist simultan Fluoreszenzlicht 10 und 13 beobachtbar. 

Mit der Segmentblende 20 ist das Dodt-Verfahren durchfuhrbar. Alternativ zu einer 
Segmentblende 20 ist auch eine Segmentpolarisationsoptik einsetzbar, mit der bspw. 
das Hoffman-Verfahren durchfuhrbar ist, wobei simultan das Fluoreszenzlicht 10 und 
13 beobachtbar ist. Bei einer Einphotonenanregung ist das Fluoreszenzlicht 10 und 
1 3 jedoch nicht konfokal beobachtbar. 

Fig. 4 zeigt in einer schematischen Darstellung ein viertes Ausfuhrungsbeispiel eines 
erfindungsgemaBen Mikroskop-Aufbaus. Der in Fig. 4 gezeigte Mikroskop-Aufbau 
entspricht groBtenteils dem in Fig. 1 gezeigten Mikroskop-Aufbau, wobei Bauele- 
mente, die bereits in Fig. 1 beschriebenen Bauelementen entsprechen, mit densel- 
ben Bezugsziffern bezeichnet sind. 

Bei dem in Fig. 4 gezeigten Mikroskop-Aufbau ist das Objekt 6 mittels einer Zusatz- 
Lichtquelle 21 auch kondensorseitig beleuchtet. Die Zusatz-Lichtquelle 21 ist somit 
auf der der Lichtquelle 1 abgewandten Seite des Objekts 6 angeordnet. Es liegt hier- 
bei also ein zusatzlicher umgekehrter Strahlverlauf vor. 
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Der Zusatz-Uchtquelle 21 ist zur Phasenkontrastierung eine Segmentblende 20 in 
der Fourier-Ebene vor der Zusatz-Lichtquelle 21 zugeordnet. Die Zusatz-Lichtquelle 
21 erzeugt einen Beleuchtungsliclitstrahl 22, der durch die Probe 6 hindurch verlauft 
und mittels des Detektors 17 detekiert wird. Vor der Detektion erfahrt der Beleuch- 
tungslichtstrahl 22 einen Scanvorgang mittels der Scaneinriclitung 4. Der Transmis- 
sionslicht-Detektor 17 konnte auch als Scanner-Detektor bezeichnet werden. Durch 
diesen Scanner-Detektor 17 kann bspw. das Dodt- oder Hoffman-Licht erfasst wer- 
den. 

Der erfindungsgema3e Mikroskop-Aufbau konnte insbesondere bei der Zweiphoto- 
nenanregung verwendet werden, da hier eine Differenzierung von Fluoreszenzpho- 
tonen aus der Fokusregion von Fluoreszenzphotonen aus den Nachbarregionen mit 
einer Blendenanordnung uberflussig ist. Des weiteren bietet sich der IVIikroskop-Auf- 
bau zur Interferenzkontrast-Mikroskopie mit Hilfe von Polarisationsprismen und zur 
Durchliclitkontrastmikroskopie mit Hilfe von Segmentblenden an. 

Der Mikroskop-Aufbau kann zur sequentiellen Detektion verschiedener Fluoreszenz- 
spektralbereiche und/oder von Transmissionslicht ohne mechanische Umschaltvor- 
gange verwendet werden. Dabei ist der Mikroskop-Aufbau insbesondere fur Anwen- 
dungen mit Mikropipetten, Mikromanipulatoren oder ahnlichem geeignet. 

Hinsichtlich weiterer vorteilhafter Ausgestaltungen des erfindungsgema3en Mikro- 
skop-Aufbaus wird zur Vermeidung von Wiederholungen auf den allgemeinen Teil 
der Beschreibung sowie auf die beigefugten Patentanspruche verwiesen. 

SchlieBlich sei ausdrucklich darauf hingewiesen, dass die voranstehend beschriebe- 
nen Ausfuhrungsbeispiele des erfindungsgema3en Mikroskop-Aufbaus lediglich zur 
Erorterung der beanspruchten Lehre dienen, diese jedoch nicht auf diese Ausfuli- 
rungsbeispiele einschranken. 
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Patent a nspruche 

1. Mikroskop-Aufbau, insbesondere fur die konfokale Scan-Mikroskopie, mit ei- 
ner Lichtquelle (1) zur Beleuchtung eines zu untersuchenden Objekts (6) und minde- 
stens einem Fluoreszenzlicht-Detektor (11, 14) zur Detektion von in dem Objekt (6) 
erzeugtem Fluoreszenzlicht (10, 13) und mindestens einem Transmissionslicht-De- 
tektor (16) zur Detektion von durch das Objekt (6) tretendem Transnnissionslicht (15), 
dadurcli gekennzeichnet, dass die Fluoreszenzlicht- und Transnnissions- 
licht-Detektoren (11, 14; 16) derart angeordnet sind, dass eine simultane Detektion 
von Fluoreszenz- und Transmissionslicht (10, 13; 15) ermoglicht ist. 

2. Mikroskop-Aufbau nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass minde- 
stens ein Fluoreszenzlicht-Detektor (11, 14) auf der der Lichtquelle (1) abgewandten 
Seite des Objekts (6) angeordnet ist. 

3. Mikroskop-Aufbau nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass 
mindestens ein Transmissionslicht-Detektor (16) auf der der Lichtquelle (1) abge- 
wandten Seite des Objekts (6) angeordnet ist. 

4. Mikroskop-Aufbau nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeich- 
net, dass auf der der Lichtquelle (1) abgewandten Seite des Objekts (6) ein Konden- 
sor (7) fur das Transmissionslicht (15) und das Fluoreszenzlicht (10, 13) angeordnet 
ist. 

5. Mikroskop-Aufbau nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Aper- 
tur des Kondensors (7) groBer als die Apertur eines zwischen der Lichtquelle (1) und 
dem Objekt (6) angeordneten Objektivs (5) ist. 

6. Mikroskop-Aufbau nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Transmissionslicht (15) und das Fluoreszenzlicht (10, 13) auf der der 
Lichtquelle (1) abgewandten Seite des Objekts (6), vorzugsweise nach Durchgang 
durch den Kondensor (7), aufspaltbar ist. 
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7. Mikroskop-Aufbau nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass zur Auf- 
spaltung mindestens ein Farbstrahlteiler (9, 12) eingesetzt ist. 

8. Mikroskop-Aufbau nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass mehrere 
Farbstrahlteiler (9, 12) hintereinander angeordnet sind. 

9. Mikroskop-Aufbau nach einem der Anspruche 6 bis 8, dadurch gekennzeich- 
net, dass zur Aufspaltung nnindestens ein teildurchlassiger Spiegel eingesetzt ist. 

10. Mikroskop-Aufbau nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass dem 
Spiegel Oder den Spiegein ein Band- oder Blockfilter nachgeordnet ist. 

11. Mikroskop-Aufbau nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, dass 
mehrere Spiegel hintereinander angeordnet sind. 

12. Mikroskop-Aufbau nach einem der Anspruche 6 bis 11, dadurch gekennzeich- 
net, dass zur Aufspaltung ein Multibanddetektor eingesetzt ist. 

13. Mikroskop-Aufbau nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Fluoreszenzlicht (10, 13) und das Transmissionslicht (15) im selben 
Detektor Oder in verschiedenen Detektoren (11, 14; 16) detektierbar sind. 

14. Mikroskop-Aufbau nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch gekennzeich- 
net, dass zwischen der Lichtquelle (1) und dem Objekt (6), vorzugsweise vor dem 
Objektiv (5), eine erste Polarisationseinrichtung und nach dem Objekt (6), vorzugs- 
weise nach dem Kondensor (7), eine zweite Polarisationseinrichtung angeordnet 
sind. 

15. Mikroskop-Aufbau nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass die Pola- 
risationseinrichtungen Prismen (18) sind. 

16. Mikroskop-Aufbau . nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Prismen (18) Woliaston-Prismen sind. 
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17. Mikroskop-Aufbau nach einem der Anspruche 1 bis 16, dadurch gekennzeich- 
net, dass vor dem Transmissionslicht-Detektor (16) ein Polarisationsfilter (19) ange- 
ordnet ist. 

18. Mikroskop-Aufbau nach einem der Anspruche 1 bis 17, dadurch gekennzeich- 
net, dass im Strahlengang eine Segmentoptik, Segmentpolarisationsoptik, Segment- 
blende (20), Segmentphasenblende oder ein Segmentphasenfilter angeordnet ist. 

19. Mikroskop-Aufbau nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Segmentoptik, Segmentpolarisationsoptik, Segmentblende (20), Segmentphasen- 
blende Oder der Segmentphasenfilter in einer Fourier-Ebene des Strahlengangs an- 
geordnet ist. 

20. Mikroskop-Aufbau nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Segmentoptik, Segmentpolarisationsoptik, Segmentblende (20), Segmentphasen- 
blende Oder der Segmentphasenfilter in der Fourier-Ebene unmittelbar vor dem 
Transmissionslicht-Detektor (16) angeordnet ist. 

21. Mikroskop-Aufbau nach einem der Anspruche 1 bis 20, dadurch gekennzeich- 
net, dass eine Zusatz-Llchtquelle (21) auf der der Lichtquelle (1) abgewandten Seite 
des Objekts (6) angeordnet ist. 

22. Mikroskop-Aufbau nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass die Zu- 
satz-Lichtquelle (21) eine Wei3lichtquelle ist. 

23. Mikroskop-Aufbau nach Anspruch 21 oder 22, dadurch gekennzeichnet, dass 
der Zusatz-Lichtquelle (21) eine Segmentoptik, Segmentpolarisationsoptik, Seg- 
mentblende (20), Segmentphasenblende oder ein Segmentphasenfilter zugeordnet 
ist. 

24. Mikroskop-Aufbau nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Segmentoptik, Segmentpolarisationsoptik, Segmentblende (20), Segmentphasen- 
blende Oder der Segmentphasenfilter in der Fourier-Ebene vor der Zusatz-Lichtquelle 
(21) angeordnet ist. 



25. Mikroskop-Aufbau nach einem der Anspruche 1 bis 24, dadurch gekennzeich- 
net, dass auf der der Lichtquelle (1) zugewandten Seite des Objekts (6) eine 
Scaneinrichtung (4) angeordnet ist. 

26. Mikroskop-Aufbau nach einem der Anspruclie 1 bis 25, dadurch gekennzeich- 
net, dass auf der der Lichtquelle (1) zugewandten Seite des Objekts (6), vorzugs- 
weise auf der dem Objekt (6) abgewandten Seite der Scaneinrichtung (4), minde- 
stens ein Transmissionslicht-Detektor (17) angeordnet ist. 

27. Mikroskop-Aufbau nach einem der Anspruche 1 bis 26, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Lichtquelle (1) ein Laser ist. 




Fig. 1 




Fig. 2 




Fig. 3 




Fig. 4 



Zusammenfassung 



Ein Mikroskop-Aufbau, insbesondere fur die konfokale Scan-Mikroskopie, mit einer 
Lichtquelle (1) zur Beleuchtung eines zu untersuchenden Objekts (6) und mindestens 
einem Fluoreszenzlicht-Detektor (11, 14) zur Detektion von in dem Objekt (6) er- 
zeugtem Fluoreszenzlicht (10, 13) und mindestens einem Transmissionslicht-Detek- 
tor (16) zur Detektion von durch das Objekt (6) tretendem Transmissionslicht (15) ist 
im Hinblick auf eine sichere Durchfuhrung unterschiedliclister Experimente mit je- 
weils hohem Detektionsgrad derart ausgestaltet und weitergebildet, dass die Fluo- 
reszenzlicht- und Transmissionslieht-Detektoren (11, 14; 16) derart angeordnet sind, 
dass eine simultane Detektion von Fluoreszenz- und Transmissionslicht (10, 13; 15) 
emnoglicht ist. 




Fig. 1 



